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Foreliggende oppfinnelse vedrarer en vaksine som inneholder B-subenhetene av var- 
melabilt enterotoksin (LTB) fra Escherichia coli (E. coli) som en muk0s immunadju- 
vant. Oppfmnelsen vedrarer spesielt en vaksine av denne typen for a forhindre infiuen- 
sainfeksjoner hos mennesker. Imidlertid er oppfinnelsen ikke begrenset til bruk mot 
5 influensa. 

Det er formalet med vaksiner mot infeksi0se sykdommer a hindre - eller i det minste 
begrense - infeksjon av det vaksinerte individet ved a stimulere en immunrespons mot 
det mfeksiose midlet gjennom introduksjon av en antigenformulering avledet fra det 
10 spesielle patogenet. Ideelt skal den induserte immunresponsen besta av to komponenter, 
en humoral respons (produksjon av antigenspesifikke antistoffer) og en cellular respons 
(dannelsen av spesifikke cytotoksiske T-lymfocytter som er istand til a eliminere celler 
infusert av patogenet). 

Mange vaksinasjonsprosedyrer involverer administrering av en formulering som inne- 
holder inaktiverte eller attenuerte hele patogen. Imidleritd er det for visse patogener en 
betraktelig ulempe k vaksinere med hele patogenet siden slike fremstillinger, selv nar de 
er sveert immunogene, kan ha U0nskede bivirkninger. Dette forklarer den navserende 
trenden mot anvendelse av veldefmerte subenhetvaksiner eller syntetiske vaksiner, som 
i det vesentlige mangier tilleggsbivirkninger av det hele infeksi0se midlet. Sammenlig- 
net med hele patogenet, er imidlertid subenhetsvaksiner eller syntetiske vaksiner ofte 
ikke svasrt immunogene, i hvertfall i fravasr av et tilsatt adjuvant. 

Adjuvanter er substanser eller materialer administrert sammen med antigenet for a sti- 
25 mulere immunresponsen mot dette antigenet. Det er et behov for egnede adjuvanter som 
kan reise immunresponsen mot subenhetantigener eller syntetiske antigener, uten a for- 
arsake U0nskede bivirkninger. 

Influensavaksineformuleringer har forekommet i lang tid, og i noen tilfeller inneholder 
30 de fortsatt inaktiverte eller attenuerte, hele virus. Slike formuleringer kan ha betraktelige 
bivirkninger; for det meste feber og reaksjoner pa injeksjonsstedet. For tiden blir vaksi- 
nasjon vanligvis gjort med en subenhetsformulering. Denne subenhetsvaksinen forarsa- 
ker mindre bivirkninger, inneholder bare to hovedoverflateantigener av viruset, hemag- 
glutinin (HA) og neuraminidase (NA), i en mer eller mindre renset form. I de fleste na- 
35 veerende vaksineformuleringer er det ikke tilsatt adjuvant. 



Den inaktiverte eller attenuate hele influensavirusvaksinen sa vel som subenhetsvaksi- 
nen, blir vanligvis administrert via en enkel intramuskulaer (i.m.) injeksjon. Beskyttel- 
sen mot influensainfeksjon, oppnadd ved begge vaksinasjonsprosedyrer, er sammen- 
lignbar lav, spesielt hos eldre mennesker. Den relativt lave effektiviteten av vaksinering 
mot influensa skyldes delvis den haye antigenvariabiliteten til virus. Imidlertid har man 
grunn til a tro at beskyttelsen mot influensainfeksjon ved vaksiner kan forbedres ved sti- 
mulering og/eller modifisering av immunresponsen mot antigenet. 

I tilfelle av influensa, eller generelt i tilfeller hvor infeksjonen oppstar via respiratorvei- 
en, skulle strategier for forbedret vaksineringseffektivitet rettes mot generasjonen av 
ikke bare en adekvat T-celle-avhengig IgG-respons i sirkulasjon, men ogsa mot en lokal 
immunrespons (sekretoris IgA) til lungene og nesehulen som et farste mal for beskyttel- 
se mot invaderende infeksiese virus. Dessuten kan en cellulaer immunresponse (cytotok- 
siske T-celler) ogsa vaere viktige, spesielt i a begrense infeksjonen. Det har blitt vist at 
administering av influensavaksine via i.m.-injeksjon (den navasrende maten for admi- 
nistrering) ikke resulterer i en lokal IgA-respons i respirasjonsveien. 

Foreliggende oppfinnelse vedr0rer det overraskende funnet at tilstedevasrelse av LTB i 
en intranasal vaksineformulering ikke bare stimulerer IgG-responsen i sirkulasjonen 
relativt til i.m. immununisering med adjuvantfri immunogenvaksine, men ogsa danner 
en lokal IgA-respons i respirasjonsveien. 

Det intakte varmelabile enterotoksinet (LT) og dets naere slekting koleratoksin (CT) er 
sammensatt av en A-subenhet og en pentamerisk ringstruktur som bestar av fern iden- 
tiske B-subenheter. A-subenheten har enzymatisk, ADP-ribosylering, aktivitet og viser 
toksisk aktivitet overfor toksinene. I tarmepitelet mduserer A-subenheten en vedvarende 
syntese av "second messenger" cAMP, som resulterer i overskudd av elektrolytt og led- 
sagende vaeskesekresjon til lumen i tarmen. 

LT og CT er kraftfulle muk0se immunogener. Ved lokal mukas administrering gir disse 
molekylene ikke bare opphav til induksjon av en systemisk antistoffrespons rettet mot 
toksinet, men ogsa til produksjon av lokalt sekreterte antistoffer, spesielt sekretorisk 
IgA (S-IgA). LT og CT er ogsa kraftfulle mutese immunoadjuvanter. Det betyr at nar 
den blir sam-administrert med et ubeslektet annet immunogen, kan LT eller CT stimule- 
re det systemiske og den mukase antistoffresponsen mot immunogenet. Imidlertid har 
toksisiteten til LT og CT sa langt essensielt utelukket anvendelse av LT eller CT i hu- 
mane vaksineformuleringer. 



3 



I forsak pa a separere de toksiske fra de immunstimulatoriske aktivitetene til LT eller 
CT, har detoksifiserte mutanter fra toksinene eller den umodifiserte isolerte pentamere 
B-subenheten (LTB eller CTB, respektivt) blitt unders0kt for deres immunoadjuvantak- 
5 tivitet. Fordi den toksiske ADP-ribosyleringsaktiviteten til toksinene er i A-subenheten, 
er tilstedeva?relsen av til og med spormengder av umodifisert A-subenhet eller fra LT 
eller CT holotoksin i en human vaksine, svasrt u0nsket. 

Anvendelse av LTB som et adjuvant for influensa-antigener har blitt unders0kt ved 
10 Tamura og medarbeidere (Hirabashi et al.; Vaccine 8: 243-248 [1990]; Kikuta et al.,; 
Vaccine 8: 595-599 [1990]; Tamura et al. J.: Immunologi 3: 981-988 [1992]; Tamura et 
al.: Vaccine 12: 419-426 [1994]; Tamura et al.: Vaccine 12: 1083-1089 [1994]). I disse 
studiene, basert pa anvendelse av teste influensavirushemagglutinin (HA) vaksine, eks- 
trahert og renset fra influensavirus ved behandling med Tween/eter if0lge Davenport et 
is al., (J. Lab. & Clin. Med. 63(1): 5-13 [1964], ble det etablert at LTB, fritt for A-suben- 
het, mangier mukas immunadjuvantaktivitet nar det blir administrert intranasal sam- 
men med oppl0selige HA-antigen i mus. Det ble ytterligere demonstrert at tilstedevae- 
relsen av spormengder av holotoksin, for eksempel residuelt holotiksin som var gjenvae- 
rende i B-subenhetfremstillinger isolert fra holotoksin, gjenoppretter ekspresjonen av 
20 adjuvantaktivitet fra LTB mot opplaselige HA-antigener. Mer spesielt, nar LTB fra re- 
kombinante kilder (og derfor fullstendig fritt for til og med den minste spormengden av 
A-subenhet) ble brukt, ble en spormengde av holotoksin tilsatt for at LTB skulle utvise 
muk0s aktivitet ved intranasal sam-administrering med det opploselige HA-antigenet. 

25 Overraskende ble det funnet at isolert LTB fra rekombinant opprinnelig, og derfor full- 
stendig fri for A-subenhet, utviser kraftig immunoadjuvantaktivitet avhengig av egen- 
skapen eller presentasjonsformen til det intranasale sam-administrerte immunogenet. 

For eksempel, adjuvantaktivitet mot fritt blandet smaopptase antigener, slik som oval- 
30 bumin eller oppteselig ectodomen fra kappeglykoproteinet til humant immunodefekt 
virus (gp 120), er lav og ofte udekterbar. Pa den annen side er det funnet at LTB utviser 
svaert kraftfull adjuvantaktivitet mot fritt blandede store aggregater eller spesielt immu- 
nogener. Disse immunogener inkluderer influensavirusenhetantigen og "keyhole lim- 
pet" hemocyanin (KLH). 

35 
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Av den grunn angar foreliggende oppfinnelse en vaksine sora inneholder minst ett par- 
tikulaert immunogen og en adjuvantmengde av LTB fullstendig fri for A-subenhet eller 
toksisk LT-holotoksin. 

5 Som definert heri, betyr "partikulaer" enhver assosiering av virale, bakterielle eller fun- 
gale antigener karakteristisk for de respektive mikro-organismer. Mer spesielt omfatter 
betegnelsen "spesielt immunogen" aggregater, clustere, miceller, virosomer, rosetter, 
viruslignende immunogenpartikler og dets like. 

10 I vaksinen ifialge foreliggende oppfinnenlse, kan spesielt LTB fremstilt fra rekombinant 
DNA-teknologi bli benyttet. Immunogenet eller immunogenene kan bli avledet fra in- 
fektive midler, slik som virus eller baktener. 

Vaksiner som passer til den ovenfor nevnte beskrivelsen ble funnet ikke bare a indusere 
15 systemisk immunoglobulin (for eksempel IgG) mot immunogenet ved mutes (for eks- 
empel intranasal) administrering, men det er ogsa funnet a indusere lokal sekresjon av 
IgA. 

Denne siste egenskapen er spesielt nyttig for immunisering mot sykdommer som blir 
20 overfbrt ved mukcts infeksjon med virus (slik som influensavirus, herpesvirus, papil- 
lomavirus) eller bakterier (som Chlamydia, pneumococs) eller sopp. 

En spesiell fordel for muk0S administrering er den enkle vaksineanvendelsen, som 
dessuten overvinner potensiell naleredsel ved vaksiner hos de som mottar en intramus- 
25 kulasr immunisering. 

Skjont for eksempel i tilfelle av influensainfeksjon, er toayt serum IgG-titere viktige for 
spredning av systemisk spredning av viruset og beskyttelse av lungene mot infeksjon, 
og lokale S-IgA-antistoffer er viktige som et f0rstelinje-fotsvar for beskyttelse av den 
30 0vre luftvei. 

Det har blitt rapportert av musk0s vaksinering ved intranasal administrering av inakti- 
verte influensavirus i fravasr av en mutos adjuvant, ikke var vellykket (Clancy: Drugs 
50: 587-594 [1995]; Katz et al.; J. Infect. Dis. 175: 352-369 [1997]), antagelig pa grunn 
35 av direkte administrering av et antigen til det muk0se vevet som ikke resulterer i en S. 
IgA-respons. Sam-adminnistrering av en mukzfs adjuvant ser ut til a vaere en forteper til 
a indusere en lokal immunrespons mot et immunogen. Bemerkelsesverdig ble det funnet 



at ved intranasal immunisering lfolge forehggende oppfinnelse, ble det sakalte vanlige 
muk0se immunsystemet aktivert, hvilket resultere i sekresjon av S-IgA ikke bare pa 
stedet for anvendelsen (intranasalt), men ogsa i mer fjernt mukcst vev (for eksempel i 
vagmalt muskast vev). 

Vaksiner ifertge foreliggende oppfinnelse kan inneholde immunogener av for eksempel 
viral eller bakteriell opprinnelse slik som bakterielle antigener, virale subenheter (even- 
tuelt inaktiverte) splittvirus (eventuelt inaktiverte) inaktiverte virus eller bakterier, eller 
attenuerte (for eksempel kuldeadapterte) levende virus i en spesiell form. 

LTB brukt ifelge forehggende oppfinnelse er fullstendig fritt for toksisk LTA eller tok- 
sisk holotoksin. Fortrmnsvis blir LTB fremstilt ved rekombinant DNA-teknologi. Fritt 
for toksisk LTA i foreliggende oppfinnelses konteks, betyr fullstendig LTA-fritt. 

I vaksinene if0lge foreliggende oppfinnelse, kan LTB blir brukt fritt blandet med det 
spesielle antigenet - en kovalent kobling mellom antigenet og adjuvanten kan bli etab- 
lert, imidlertid er det ikke noe behov for a oppna adekvat adjuvanteffekt. 

Bortsett fra LTB og en eller flere immunogener, kan vaksinen ifizflge foreliggende opp- 
finnelse inneholde et vandig opptesningsmiddel, spesielt en buffer, mer spesielt PBS 
(fosfatbufret saltvann) sa vel som en stabilisator (f.eks PEG eller metylcellulose) og/- 
eller glukose. 

Komponentene i vaksinen ifolge forehggende oppfinnelse kan bli fryset0rket eller vaere 
i en flytende form. 

Vaksinen ifblge foreliggende oppfinnelse kan vsere for eksempel i bulk, i en ampulle 
eller 1 en spreyte, eller i en forstovningsinnretning. 

Vaksinen if0lge foreliggende oppfinnelse kan bli administrert subkutant, intramuskulaert 
eller intrabronkialt, eller intranasal eller intravaginal applisering eller pr. os. 



EKSEMPEL 1 



Fremstilliog av rekombinant LTB og influensasubenhet-antigen 

Rekombinant LTB 

Rekombinante LTB-gener og rekombinante LTB-molekyler som nevnt i foreliggende 
oppfinnelse, kan bli avledet fra genene som koder for LT-I-molekyler fra for eksempel 
en svine- eller en human kilde. Svine LT (pLT) genet ble subklonet i pUCl 8 vektor 
(Vieira og Messing: Gene 19: 159-268 [1982] ved a bruke PCR-teknikker (DeHaan et 
al,; Vaccine 14: 260-266 [1996]) EWD299 vektor, opprinnelig beskrevet av Dallas et al. 
(J. Bacteriol. 139: 850-858 [1979] ble brukt som et templat i PCR-reaksjonen. Den pri- 
mage pLT-sekvensen fra denne konstruksjonen ble funnet a vaere iwyaktig i samsvar 
med den primaere pLT-sekvensen som var inngitt i EMBL-sekvensdatabanken, som 
verifisert ved DNA-sekvensering. Fra pUC18-pLT-konstruksjonen ble pLTB-genet 
subklonet inn i pROFIT ekspresjonsvektoren, som inneholder en temperaturinduserbar 
XPR-promoter (van der Linden et-al.: Eur. J. Biochem. 204: 197-202 [1992]). 

E. coli MC1061 ble brukt som en vertsstamme for pROFIT-plasmidkonstruksjonene. 
Baktener ble dyrket i Luria-Bertani-medium inneholdende 50 u.g av kanamycin pr. ml. 
Induksjon av pLTB-ekspresjon ble ervervet ved a heve kulturtemperaturen til log-fase 
MCI 061 kulturer som bar pROFIT-LTB vektoren fra 28 til 42°C som beskrevet av De 
Haan et al. {supra). 

pTLTB, en pKK-avledet ekspresjonsvektor (Pharmacia Ltd.) som koder for hu- 
mant LTB (dvs. et LTB-gen avledet fra et LTB-gen isolert fra en E. coli bakterie 
enterotoksigent i mennesker) ble ervervet fra Tamura og medarbeidere. DNA- 
sekvensering ga 3 aminosyresubstitusjoner i det modne humane LTB (hLTB) 
sammenlignet med pLTB (Thr4 til Ser, Glu46 til Ala, og Lysl02 til Glu). E. coli- 
stammen JM101 ble brukt som en vert for pTLTB. Bakterier ble dyrket i LB- 
medium inneholdende 100 |xg ampicillin pr. ml. Induksjon av hLTB-ekspresjon 
ble ervervet ved tilsetting av IPTG til log-fasekulturer fra JM101 som bar pTLTB 
til en endelig konsentrasjon pa 5 mM. 

For rensning av pLTB og hLTB ble overekspresserende bakterier festet og der- 
etter lysert ved sonikering. Deretter ble celledebris fjernet ved ultrasentrifuger- 
ing. Uforedlede celle-ektrakter inneholdende rekombinant pLTB eller hLTB ble 



deretter anvendt pa en immobilisert D-galaktose (Pierce) kolonne. Etter utstrakt 
vasking ble rekombinant renset pLTB eller hLTB ervervet ved eluering med D- 
galaktose som tidligere beskrevet av Uesaka et al. (Microb. Path. 16: 71-76 
[1994]. Bade rekombinant pLTB og hLTB ble funnet a bibeholde optimale GM1- 
bindingsegenskaper i en GM1 oppfangings ELISA, som beskrevet tidligere. 
(DeHaan et al.: Vaccine 14: 260-266 [1996]). Kolonnefraksjoner inneholdende 
renset protein, dyalisert mot PBS og lagret ved 4°C. 

Influensa-subenhetsantigen 

Influensa-subenhetsantigenet ble fremstilt fra B/Harbin/7/94 virus (B/Harbin) 
eller A/Johannesburg/3 3/94 (A/Johannesburg) dyrket pa embryonerte kyllingegg 
if0lge metoden beskrevet av Bachmayer et al. (patent-beskrivelse GB 1.498.261, 
18, januar 1978) og av Chaloupka et al. (Eur. J. Microbiol. Infect. Dis. 15: 121- 
127 [1996]). Denne metoden omfatter trinnene for behandling av de formalde- 
hyd-inaktiverte virus med en egnet kationisk detergent, separering av de frigitte 
antigener (hemagglutinin og neuraminidase) fra den virusresiduale kjerne. Denne 
metoden f0rer til partikulasre, dvs. micellelignende eksponering av antigenene 
etter fjerning av detergenten. 

Potensialet til subenhetsantigenfremstillingene, uttrykt som ug pr. ml., ble be- 
stemt i en enkel radial diffusjonstest i overensstemmelse med Wood et al. (J. Bi- 
ol. Stand. 5: 237-241 [1977]). 



EKSEMPEL 2 

Systemisk antistoffrespons til influensa-subenhetvaksine 

Grupper pa fire mus ble immunised: i.n. uten anestesi med 5 \ig influensa-suben- 
hetsantigen avledet fra enten B/Harbin eller A/Johannesburg-virus fremstilt iM- 
ge metoden beskrevet i EKSEMPEL 1 . Antigenet ble girt enten alene (HA) eller 
sammen med 2,0 jxg pLTB (pLTB), i alle tilfeller i et volum pa 20 ul pa dagene 
0, 7 og 14. Kontrollmus mottok det samme volum med PBS. Musene ble avlivet 
pa dag 28. Serum IgG-antistoffrespons ble bestemt i en direkte ELISA. 



Figur 1 viser de observerte serum IgG-antistoffresponsene mot HA B/Harbin 
(hele S0yler) og HA A/Johannesburg (apne seyler). 

Nasal administrering av subenhet-antigenet uten adjuvant ga en darlig systemisk 
antistoffrespons, mens supplering av subenhetantigenet med pLTB forsterket 
serumantistoffresponsen med mer enn to st0rrelsessordner. Forskjellene mellom 
responsene til mus immunisert med B/Harbin og A/Johannesburg var ikke signi- 
fikant. 

Disse resultatene viser at ikke-toksisk pLTB er en kraftig adjuvant som er istand 
til a indusere hjay-systemiske antistoffresponser mot i.n. administrert influensa- 
subenhetantigen. 



EKSEMPEL 3 

Sammenligning av systemisk antistoffresponser med humant og svine-LTB 

Grupper pa 4 mus ble immunisert i.n uten anestesi med 5 ug influensa-subenhet- 
antigen avledet fra B/Harbin-influensavirus fremstilt ifelge metoden beskrevet i 
EKSEMPEL 1. 

Antigenet ble girt enten alene (INGEN) eller sammen med enten 2,0 ug pLTB 
(pLTB) eller 2,0 u£ hLTB (hTLB), i alle tilfeller i et volum pa 20 ug pa dagene 
0, 7 og 14. Kontrolldyrene mottok PBS. Musene ble avlivet pa dag 21 . Serum 
IgG-antistoffrespons ble bestemt i en direkte ELISA pa dag 21. 

Figur 2 viser den observerte serum IgG-antistoffresponsen mot HA B/Harbin. 
Nasal administrering av subenhetantigen uten adjuvant ga igjen en darlig syste- 
misk antistoffrespons, mens supplering med subenhetantigen med pLTB og med 
hLTB, forsterket serumantistoffresponsen til det samme nivaet til mer enn to 
storrelsesordener. De observerte forskjellene mellom pLTB og hLTB behandlede 
dyr, var ikke-signifikant. 
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EKSEMPEL 4 

Induksjon av lokal mukosal antistoffrespons til influensa-subenhetsvaksine 

5 

For a unders0ke evnen til pLTB a fremkalle influensa HA-spesifikke S-IgA-res- 
ponser, ble nasale utskyllinger av musene fra EKSEMPEL 2 analysert for tilste- 
devterelse av influensa-spesifikke IgA-antistoffer. Nasale utskyllinger ble erver- 
vet ved a skylle 0,5 ml PBS retrograd via nasofarynx til den erne del av luftoret, 
10 skylle tilbake og samle utskyllingsvssken i neseborene. 

Resultatene er vist i figur 3. 

Dataene viser at rekombinant pLTB-induserte sterke lokale S-IgA-responser mot 
15 HA. De to forskjellige influensa-subenhetantigene ga like resultater. 



EKSEMPEL 5 

Sammenligning av mukose antistoffresponser med humane og svine-LTB 

For a sammenligne kapasiteten til pLTB og hLTB for a forsterke nasale HA-spe- 
sifikke antistoffresponser, ble nasale utskyllinger av musene fra EKSEMPEL 3 
tatt som beskrevet ovenfor, og analysert for tilstedevaerelse av HA-spesifikk S- 
IgA pa dag 21. Figur 4 viser at bade pLTB og hLTB induserte raske nasale HA- 
spesifikke antistoffresponser. Dessuten ble responsene ervervet med pLTB og 
hLTB sammenlignet i storrelsesorden, hvilket viser at begge molekylene har 
sammenlignbare adjuvante egenskaper. 



30 
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EKSEMPEL 6 



Induksjon av genital muskes antistoffrespons 
til influensa-subenhetsvaksine paf0rt i.n. 

For a unders0ke evnen til rekombinant pLTB a fremkalle influensa HA-spesifik- 
ke S-IgA-responser pa muk0se steder andre enn stedet for administering, ble in- 
duksjonen av influensaspesifikke S-IgA-antistoffer i den genitale trakt etter i.n.- 
immunisering i musene fra EKSEMPEL 2, unders0kt. Utskillinger fra den uro- 
genetiale trakt ble utfort ved a introdusere og dra tilbake et 100 ul volum av PBS 
ti ganger inn i vagina ved a bruke en pipettespiss. Mukase utskyllinger ble lagret 
ved 4°C inntil bestemmelse av deres IgA-innhold ved ELISA. Resultatene er vist 
i figur 5. 

Resultatene viser at pLTB viste seg a va;re effektive i a indusere S-IgA-responser 
ved dette fjerntliggende mukase stedet. Bade B/Harbin og A/Johannesburg-anti- 
gen responderte like godt. 



EKSEMPEL 7 
Kinetikker av IgG-respons 

Fire grupper pa atte hunn-BALB/c-mus (6-8 uker) ble hver behandlet som Mger. 

Kontroll behandlet med PBS uten antigen. 20 ul i.n. uten anestesi pa dagene 
0, 7 og 14. 

pLTB 5 fig HA og 2,0 ug rekombinant pLTB i 20 ul pafiart i.n. uten ane- 

stesi pa dagene 0, 7 og 14. 
HA s.c. 5 ug H A i 1 00 ul paf0rt subkutant uten anestesi pa dag 0 
Rekonv. Rekonvalesente mus, dvs. mus infisert med 10 8 infektive enheter av 
PR 8 -virus i 20 ul pafort intranasal uten anestesi pa dag 0. 

Fra fire mus i hver gruppe ble blodprever tatt fra halevenene pa dag 6, 13 og 20. 
Dessuten ble musene avlivet pa dag 28, og blodprove ble tatt. I hver prave ble 
serum IgG malt ved ELISA. 
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Resultatene er vist i figur 6. S0ylene (fra venstre til hoyre) for hver av vaksina- 
sjonsregimene representerer IgG-titrene pa dagene 6, 13, 20 og 28, respektivt. 
Disse resultatene viser at etter intranasal vaksinering med HA/pLTB blir IgG- 
induskjonen minst i samme st0rrelsesorden som etter subkutan vaksinering med 
HA alene, eller som i rekonvalesente mus. 



EKSEMPEL 8 

Nasale og lungemukosale antistoff 

De samme musene som ble studert i EKSEMPEL 7, gjennomgikk mukase ut- 
skyllinger av nesehulen og den urogenitale trakt etter a ha blitt avlivet pa dag 28 
som beskrevet ovenfor. 

Disse resultatene er oppsummert i figur 8. De skraverte S0ylene representerer 
data fra nasalskyllingene og de uskraverte S0ylene viser data fra vaginale skyllin- 
ger. 

Resultatene indikerer at titeren av den forste linje av forsvarsantistoffer (S-IgA) 
ved intranasal vaksinering med HA/pLTB er minst av samme st0rrelsesorden 
som S-IgA-titeren hos rekonvalesente mus, mens (klassisk) subkutan vaksinering 
med HA ikke f0rer til en detekterbar mukas IgA-titer. 



EKSEMPEL 9 

Beskyttelse av vaksinerte mus mot antigen-utfordring 

Fire mus i hver av gruppene fra EKSEMPEL 7 ble infisert pa dag 28 med 5x1 0 6 infekti- 
ve enheter av PR8-virus intranasalt i 20 ul uten anestesi. 

Tre dager etter infeksjonen ble virusmengden i nese og lunger bestemt . 
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Virustitreringen i nese- og lungehomogenater ble utfcwt pa MDCK-celler som ble dyrket 
pa EPISERF (Life Technologies, PAISLY, Scotland) i mikrotiterplater i totrinns fortyn- 
ninger, og deretter endepunkt-bestemmelse ved a bruke haemagglutinering med mar- 
svin-erytrocytter. 

Resultatene er oppsummert i figur 7. De skraverte S0ylene representerer virustitrene i 
nesen og de uskraverte S0ylene er for lungene. Virustitrene i lungene for rekonvalesente 
mus og ved vaksinering med pLTB, var ubetydelige, derfor viser disse data at ved a 
bruke pLTB som et rnukost adjuvant, er beskyttelsen mot influnesainfeksjon fullstendig. 
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Patentkrav 
1. 

Vaksine for muk0S administering, karakterisert ved 
at den inneholder minst ett partikulaat immunogen og en adjuvantmengde av B-sub- 
enheter til varmelabilt enterotoksin (LtB) karakteristisk for.E. coll, fiillstendig fritt for 
A-subenhet eller toksisk LT-holotoksin. 

2. 

Vaksine ifdge krav 1, karakterisert ved atLTBblir 
fremstilt ved rekombinante DNA-raetoder. 

3. 

Vaksine ifolge krav 1-2, karakterisert ved atvirale 
eller bakterielle eller fungale antigener blir brukt som et immunogen. 

4. 

Vaksine ifiertge krav 1 til 3, k a r a k t - e r i s e r t ved at im- 
munogenet tilveiebringer immunisering mot en sykdom som blir overf0rt ved mukas 
infeksjon. 

5. 

Vaksine ifelge krav 4, karakterisert ved atinfluensa- 
antigener blir brukt som et immunogen. 

6. 

Fremgangsmate for induksjon av en systemisk immunoglobulinrespons mot et immuno- 
gen, karakterisert ved mukas administrering av nevn- 
te immunogen i en partikulaer form og en adjuvantmengde av B-subenheter fra varmela- 
bil enterotoksin karakteristisk for E. coli, fiillstendig fh for a-subenhet eller toksisk LT- 
holotoksin. 

7. 

Fremgangsmate for a indusere en vanlig muk0s immunrespons mot et immunogen, 
karakterisert ved ved mukes administrering av nevnte 
immunogen i en partikula;r form og en adjuvantmengde av B-subenheter av varmelabilt 
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enterotoksin karakteristisk for E. coli, fullstendig fritt for a-subenhet eller toksisk LT- 
holotoksin. 

8. 

Anvendelse av B-subenheter fra varmelabil enterotoksin (LTB), karakteristisk for E. 
coli, fullstendig fri for A-subenhet eller toksisk LT-holotoksin i fremstillingen av en 
vaksine som omfatter et partikufcert immunogen og en adjuvantmengde av nevnte LTB 
egnet for induksjon av en systemisk immunoglobulinrespons mot nevnte immunogen i 
et individ ved mutes administrering. 

9. 

Anvendelse av B-subenheter av varmelabil enterotoksin (LTB), karakteristisk for E. 
coli, fullstendig fri for A-subenhet eller toksisk LT-holotoksin i fremstillingen av en 
vaksine som omfatter et partikulaert immunogen og en adjuvantmengde av nevnte LTB, 
egnet for induksjon av en vanlig muk0s irnmunrespons mot nevnte immunogen i et in- 
divid ved lokal mukas administrering. 
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This latter property is particularly favourable for immunisation against diseases which f ' 
are transmitted by mucosal infection with viruses (such as influenza virus, herpes 
virus, papilloma virus) or bacteria (like Chlamydia, pneumococs), or fungi. < 

A particular advantage of mucosal administration is the ease of vaccine application, 
which, furthermore, circumvents potential needlefobia with vaccinees receiving an 
intramuscular immunisation. 



Although, for example in the case of influenza infection, high serum IgG titres are 
10 important for preventing systemic spread of the virus and protection of the lungs 
against infection, local S-lgA antibodies are crucial as a first line of defence for 
protection of the upper respiratory tract. 

It has been reported that mucosal vaccination by i.n. administration of inactivated 
15 influenza virus in the absence of a mucosal adjuvant was not successful (Clancy: 
Drugs 50: 587-594 [1995]; Katz et al.; J. infect. Dis. 175: 352-369 [1997]), probably 
because direct administration of an antigen to mucosal tissue will not result in an S- 
IgA response. Co-administration of a mucosal adjuvant seems to be a prerequisite to 
induce a local immune response against an immunogen. Remarkably, it was found 
20 that by i.n. immunisation according to the present invention the so-called common 
mucosal immune system is activated which results in secretion of S-lgA not only at 
the site op application (i.n.) but also in distant mucosal tissues (e.g. in the vaginal 
mucosal tissue). 

25 Vaccines according to the present invention may contain immunogens of e.g. viral or 
bacterial origin, such as bacterial antigens, viral subunits (optionally inactivated) split 
viruses (optionally inactivated) inactivated viruses or bacteria, or attenuated (e.g. 
cold-adapted) live viruses, in a particulate form. 



30 



The LTB used according to the present invention is strictly free of toxic LTA or toxic 
holotoxin. Preferably, the LTB is prepared by recombinant DN A technology. Free of 
toxic LTA in the present context means strictly LTA-free. 
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In the vaccine according to the present invention the LTB can be used freely n 

v. 5" 

admixed with the particulate antigen - a covalent coupling between the antigen and ' ' 
the adjuvant can be established, however, is not needed to attain adequate adjuvant - V*-% 
effect. — 

5 

Apart from LTB and one or more immunogens the vaccine according to the present 
invention may contain an aqueous solvent, in particular a buffer, more in particular 
PBS (phosphate-buffered saline) as well as a stabiliser (e.g. PEG or methyl 
cellulose), and or glucose. 

10 

The components of the vaccine according to the present invention may be freeze 
dried or in a liquid form. 

The vaccine according to the present invention may be present e.g. in bulk, or in an 
1 5 ampoule, or in a syringe, or in a nebuliser. 

The vaccine according to the present invention may be administered by 
subcutaneous, or intramuscular, or intra-bronchial, or intra-nasal or intra-vaginal 
application or per os. 

20 

EXAMPLE 1 

Preparation of recombinant LTB and Influenza subunit antigen 

RECOMBINANT LTB 

25 Recombinant LTB genes and recombinant LTB molecules, as mentioned in the 
present invention, may be derived from genes encoding LT-I molecules from e.g. a 
porcine or a human source. The porcine LT (pLT) gene was subcloned in the pUC18 
vector (Vieira and Messing: Gene 19: 259-268 [1982]) using PCR techniques 
(DeHaan et al.: Vaccine 14: 260-266 [1996]). The EWD299 vector, originally 

30 described by Dallas et al. (J. Bacteriol. 139: 850-858 [1979]) was used as a template 
in the PCR reaction. The primary pLT sequence of this construct was found to be 
exactly in accordance with the primary pLT sequence as submitted in the EMBL 
sequence databank, as verified by DNA sequencing. From the pUC18-pLT construct, 
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GB 1 498 261 of January 18, 1978) and by Chaloupka et al. (Eur. J. Microbiol. Infect. 
Dis. 15; 121-127 [1996]). This method comprises the steps of treatment of the 
formaldehyde-inactivated viruses with a suitable cationic detergent, separation of the 
released antigens (hemagglutinin and neuraminidase) from the virus residual core. 
5 This method leads to particulate, i.e. micelle-like exposition of the antigens after 
removal of the detergent. 

The potency of the subunit antigen preparations, expressed as jag per ml, was 
determined in a single-radial diffusion test according to Wood et al. (J. Biol. Stand. 5: 
237-241 [1977]). 

10 

EXAMPLE 2 

Systemic antibody response to influenza subunit vaccine 



Groups of four mice were immunised i.n. without anaesthesia with 5 \iq of influenza 
1 5 subunit antigen derived from either B/Harbin or A/Johannesburg virus prepared 
according to the method described in EXAMPLE 1. The antigen was given either 
alone (HA) or together with 2.0 ng pf pLTB (pLTB), in all cases in a volume of 20 \x\ 
on days 0, 7 and 14. Control mice received the same volume of PBS. Mice were 
sacrificed on day 28. Serum IgG antibody response was determined in a direct 
20 ELISA. 

Figure 1 shows the observed serum IgG antibody responses against HA B/Harbin 
(solid bars) and HA A/Johannesburg (open bars). 

Nasal administration of the subunit antigen without adjuvant gave a poor systemic 
antibody response, whereas supplementation of the subunit antigen with pLTB 
25 enhanced the serum antibody response by more than two orders of magnitude. 
Differences between the responses of mice immunised with B/Harbin and 
A/Johannesburg were not significant. 

These results show that non-toxic pLTB is a powerful adjuvant capable of inducing 
high systemic antibody responses towards i.n. administered influenza subunit 
30 antigen. 



